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NOUVELLE METALLO PROTEASE MATRICIELLE MMP-24 HOMOLOGUE AUX STROMELYSINES. 

@) La presente invention concerne une nouvelle metallo- 
proteinase matricielle transmembranaire MMP-24 qui est 
exprimee dans les cellules tumorales. [.'invention porte sur 
un procede de criblage de composes susceptibies d'affecter 
I'activite de MMP-24, et sur I'utilisation desdits composes 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement 
du cancer, en particulier pour prevenir et/ ou empecher la 
formation de metastases, la vascularrsation des tumeurs et 
pour le traitement des maladies inflammatoires. 
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5 La presente invention concerne une nouvelle metalloproteinase matricielle 
transmembranaire MMP-24 qui est exprimee dans les cellules tumorales. L'invention 
porte sur un procede de criblage de composes susceptibles d'affecter Pactivite de 
MMP-24, et sur Putilisation desdits composes pour la fabrication d*un medicament 
destine au traitement du cancer, en particulier pour prevenir et/ou empecher la 
10 formation de metastases, la vascularisation des tumeurs et pour le traitement des 
maladies inflammatoires. 

Les metalloproteases matricielles (MMP) appartiennent a une famille de proteases 
capables de cliver de nombreux composant de la matrice extracellulaire. Elles jouent 

15 un role primordiale dans le remodelage des tissus pendant la morphogenese, la 
cicatrisation, Tangiogenese et I'apoptose (1) et ont ete impliquees dans de nombreuses 
pathologies impliquant des processus de degradation comme l'arthrite rhumatoide, 
l'invasion tumorale et la formation de metastase (2;3). Bien qu f elles revelent differentes 
specificites de substrats, les MMPs ont pu etre regroupees de par leur sequence et 

20 structure primaire. Elles peuvent etre divisees en 4 sous families: les collagenases, les 
gelatinases, les stromelysines et les MMPs de types membranaires (MT-MMPs). 
Toutefois certaines MMPs ne peuvent etre classees dans une de ces sous-families, c'est 
le cas par exemple de la metalloelastase des macrophages (MMP- 12) (4), de la 
matrilysine (MMP-7) (5), de MMP-19 (6) et de l'6namalysine (7). Les MMPs sont 

25 traduites sous une forme "zymogene" inactive qui necessite le clivage d'un prodomaine 
pour s'activer. Ce prodomaine, localise immediatement apres le peptide signal, contient 
une cysteine unique qui interagit avec Tion Zn+ du domaine catalytique afin de 
maintenir la protease sous forme inactive. Dans le cas des MMPs activees 
intracellulairement, le prodomaine est separe du domaine catalytique par un site de 

30 clivage "furine". Le domaine catalytique contient la sequence hautement conserve 
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liant le zinc HEXGHXXGXXHS/T (SEQ ID N°3) ainsi que des sites liant le calcium. 
Le domaine catalytique est separe du domaine c-terminal du type hemopexine par un 
"linker" riche en proline habituellement appele "region charniere". Le domaine du type 
hemopexine contient 4 domaines repetitifs homologues a l'hemopexine et a la 
vitronectine. Bien que ce dernier domaine ne soit pas essentiel pour l'activit6 de la 
protease, il semble toutefois fondamental pour la specificite de substrat (voir revue 
(8)). Certaines MMPs comprennent, en plus des domaines decrits ci-dessus, d'autres 
regions caracteristiques; La sous-famille des gelatinases (MMP-2 et MMP-9) contient 
trois motifs repetes "fibronectine de type II", inseres dans le domaine catalytique, 
permettant d'augmenter l'affinite pour les substrats gelatines. Dans la sous-famille des 
MT-MMPs, comprenant actuellement 5 membres, le domaine hemopexine se poursuit 
par une region hydrophobe transmembranaire et une region cytoplasmique (9) (10). 
Par contre, dans le cas de MMP-7 (la matrilysine), la plus courte MMP identifiee 
jusqu'a present, le domaine hemopexine est absent (5). II en est de meme pour MMP- 
23 qui a recemment &e clonee (Velasco, Pendas, et al. 1999 ID: 1995). 

Dans le cadre de la pr&ente invention, on a clone, a partir de tissus placentaire, un 
ADNc codant pour une nouvelle proteinase. Cet ADNc code pour une proteine de 526 
acides amines presentant tous les motifs caracteristiques de la famille des 
metalloproteases (MMP). Les 19 acides amines du peptide signal sont suivis par, 1) un 
pro-domaine contenant une cysteine unique capable d'inactiver la proenzyme en se 
liant au zinc du domaine catalytique, 2) un domaine catalytique avec une sequence 
liant le zinc HESGHALGLSHS (SEQ ID N°4), 3) une region charniere riche en 
proline, 4) un domaine hemopexine et une region transmembranaire suivie par une 
region cytoplasmique extremement courte. Cette proteinase, ci-apres designee MMP- 
24, presente une forte homologie avec la strom61ysine 2 humaine (51.6 % d'identite> 
Le domaine catalytique de MMP-24 presente 60% d'identite avec les domaines 
catalytique des collagenases 1 et 2 (MMP-8, MMP-1) et des stromelysines 1 et 2 
(MMP-3, MMP-10). Le gene de MMP-24 a ete localise sur le chromosome 1 1 en q24, 
proche de la region ou les stromelysine 1 et 2 ont ete localisees (1 lq23). 
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Des analyses par Northern blot de la distribution en ARN messager de MMP-24 revele 
un transcrit majeur de 1.6 kb, fortement exprime au niveau du foie foetal et adulte ainsi 
que dans l'intestin grele et la moelle osseuse, L'expression de ce transcrit est aussi 
5 detectable dans le thymus, le coeur et le placenta. Cette analyse a ensuite ete etendue a 
de nombreuses lignees cellulaire humaine. L'ARN messager de MMP-24 est detectable 
dans la lignee Iymphoblastoide RPMI 8226, une lignee de rein HEK 293, une lignee de 
lymphome B humaine HFB1 et des clones de m61anomes humains TIC3 et IC8. 
La proteine MMP-24 a ete produite par transcription-traduction in vitro. La taille de la 

10 proteine marquee (58kDa) etait conforme au poids moleculaire predit. L'etude de 
l'expression de formes "taggees" de la proteine transfectee de maniere transitoire dans 
les cellules COS 1 a montre, par Western blot tout comme par immunofluorescence, 
que la partie hydrophobe carboxy-terminale de MMP-24 ancre la proteine dans la 
membrane. Ainsi, MMP-24 est une proteine transmembranaire impliquee dans la 

15 degradation de la matrice extracellulaire. Le fait que cette proteinase soit exprimee 
dans les cellules tumorales implique qu'elle joue un role notamment dans les 
metastases des tumeurs et dans Pangiogenese. 

Description 

20 

Ainsi, la presente invention concerne une sequence nucleotidique comprenant une 
sequence ayant au moins 80% d'identite avec le gene codant pour la metalloproteinase 
MMP-24. De preference, cette sequence comporte la sequence suivante (SEQ ID 
• N°l): 

25 

1 GAAGAAAGAG AGGAATGAAG CGCCTTCTGC TTCTGTTTTT GTTCTTTATA 
51 AC ATTTTCTT CTGCATTTCC CTTAGTCCGG ATGATGGAAA ATGAAGAAAA 
30 101 TATGCAACTG GCTCAGGC AT ATCTCAACCA GTTCTACTCT CTTGAAATAG 
151 AAGGGAATCA TCTTGTTCAA AGCAAGAATA GGAGTCTCAT AGATGACAAA 
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201 ATTCGGGAAA TGCAAGCATT TTTTGGATTG ACAGTGACTG GAAAACTGGA 
251 CTCAAACACC CTTGAGATCA TGAAGACACC CAGGTGTGGG GTGCCTGATG 
5 301 TGGGCCAGTA TGGCTACACC CTCCCTGGGTGGAGAAAATA CAACCTCACC 
35 1 TACAGAATAA TAAACTATAC TCCGGATATG GCACGAGCTG CTGTGGATGA 
40 1 GGCTATCCAA GAAGGTTTAG AAGTGTGGAG CAAAGTCACT CCACTAAAAT 

10 

451 TCACCAAGAT TTCAAAGGGG ATTGCAGACA TCATGATTGC CTTTAGGACT 
501 CGAGTCCATG GTCGGTGTCC TCGCTATTTT GATGGTCCCT TGGGAGTTCT 
15 551 TGGCCATGCC TTTCCTCCCTGGTCGGGTCTGGGTGGTGAC ACTCATTTTG 
601 ATGAGGATGA AAACTGGACC AAGGATGGAG CAGGATTCAA CTTGTTTCTT 
65 1 GTGGCTGCTC ATGAATTTGG TCATGCACTG GGGCTCTCTC ACTCCAATGA 

20 

701 TCAAACAGCC TTGATGTTCC CAAATTATGT CTCCCTGGAT CCCAGAAAAT 
75 1 ACCCACTITC TCAGGATGAT ATCAATGGAA TCAAGTCCAT CTATGGAGGT 
25 80 1 CTGCCTAAGG TACCTGCTAA GCCAAAGGAA CCCACTATAC CCCATGCCTG 
85 1 TGACCCTGAC TTGACTTTTG ACGCTATCAC AACTTTCCGC AGAGAAGTAA 
901 TGTTCTTTAA AGGCAGGCAC CTATGGAGGA TCTATTATGA TATCACGGAT 

30 

95 1 GTTGAGTTTG AATTAATTGC TTCATTCTGG CCATCTCTGC CAGCTGATCT 
1001 GCAAGCTGCA TACGAGAACC CCAGAGATAA GATTCTGGTT TTTAAAGATG 
35 1051 AAAACTTCTG GATGATCAGA GGATATGCTG TCTTGCCAGA TTATCCCAAA 
1101 TCC ATCCATA CATTAGGTTT TCCAGGACGT GTGAAGAAAA TAGATGCAGC 
1151 CGTCTGTGAT AAGACCACAA GAAAAACCTA CTTCTTTGTG GGC ATTTGGT 

40 

1201 GCTGG AGGTT TGATG AAATG ACCCAAACCA TGGACAAAGG GTTCCCGCAG 
125 1 AGAGTGGTAA AACACTITCC TGGAATCAGT ATCCGTGTTG ATGCTGCTTT 
45 1301 CCAGTACAAA GGATTCTTCT TTTTCAGCCG TGGATCAAAG C AATTTGAAT 
1351 ACGACATTAA GACAAAGAAT ATTACCCGAA TCATGAGAAC TAATACTTGG 
1401 TTTCAATGCA AAGAACCAAA GAACTCCTCA TTTGGTTTTG ATATCAACAA 
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145 1 GGAAAAAGC A C ATTCAGGAG GC ATAAAGAT ATTGTATCAT AAGAGTTTAA 
1501 GCTTGTTTAT TTTTGGTATT GTTCATTTGC TGAAAAACAC TTCTATTTAT 

5 

1551 CAATAAATTC ATAGACCTAA AATAAAAAAA AAAA 

L'oligonucl6otide selon Pinvention peut comprendre au moins 12 nucleotides 
10 consecutifs de la sequence mentionnee ci-dessus ou d'une sequence capable de 
s'hybrider avec une sequence derivee de MMP-24, notamment avec l'ARNm de 
MMP-24. 



En ce sens, Poligonucleotide peut servir de sonde, d'amorce, d'oligonucleotide 
15 antisens ou de fragment fonctionnel codant pour une MMP-24 modifiee (MMP-24 
comportant des delations, insertions et/ou des mutations). On entend par « fragment 
fonctionnel » une partie de la sequence de MMP-24 qui code pour une proteinase ou 
partie de proteinase qui demeure active. Uactivite doit alors se comprendre comme 
etant les proprietes de degradation de la matrice extracellulaire, Pinhibition de 
20 Pangiog&iese, les propriet6s anti-inflammatoire ou encore la capacite de se Her a 
d'autres proteines impliquees dans ces phenomenes. 



Un autre aspect de Pinvention porte sur un polypeptide comprenant une sequence 
peptidique ayant au moins 52% d'identite avec la metalloproteinase MMP-24. De 
25 preference le polypeptide possfede la sequence SEQ ID N° 2 suivante : 

MKRLLLLFLFFITFSSAFPLVRMTEl^El^QLAQAYLNQFYS 
NRSLIDDKIREMQAFFGLTVTGK^^ 
KYNLTYRIINYTPDMARAAVDEAIQEGLEV^ 
TRVHGRCPRWDGPLGVLGHAFPPGPGLGGDTfffDEDENWTKDG 
30 AAPBESGHALGLSHSNDQTALMFPNYASLDPRKYPLSQDDINGIQSIYGGLPKV 
PAKPKEPTIPHACDPDLKTFDAITTFRREVMFFKGRHLW^ 
FWSLPADLQAAYENPRDKILWKDENFWMm^ 
KKIDAAVCDKTTRKTWFVGIWCWRFDEMTQTMDKGFPQRVW 



DAAFQYKGFFFFSRGSKQFEYNIKTKMTRIMRTNTWFQCKEPKNSSFGFDIN^ 
KAHSGGIKKYHKSLSLFIFGIVHLLKNTSIYQ 



Le polypeptide peut comprendre une combinaison de fragments de MMP-24 
correspondant a des unites fonctionnelles selectionnes notamment parmi le peptide 
signal (SEQ ID N°2 aa 1-19), le prodomaine (SEQ ID N°2 aa 20-98), le domaine 
catalytique (SEQ ED N°2 aa 99-262), le domaine charntere (SEQ ID N°2 aa 263-283) 
et le domaine du type hemopexine (SEQ ID N°2 aa 284-513). Les proteinases MMP 
ont montre qu'elles possedent des fragments a activity anti-angiogenique, Dong Z., 
Kumar R., Yang X. and Fidler I. J. (1997) Cell 88, 801-810 ; Patterson B. C. and Sang 
Q. A. (1997) I Biol. Chem. 272, 28823-28825 ; Lijnen H. R., Ugwu F., Bini A. and 
Collen D. (1998) Biochemistry 37, 4699-4702 ; Cornelius L. A, Nehring L. C, 
Harding E., Bolanowski M., Welgus H. G., Kobayashi D. K, Pierce R. A. and Shapiro 
S. D. (1998) I Immunol. 161, 6845-6852, cities dans la description par reference. II 
est ainsi a la portee de Phomme du metier de tester differents fragments ou « unites 
fonctionnelles » et de determiner le fragment minimum qui possede une activite anti- 
angiogenique et/ou anti-inflammatoire ou le fragment minimum capable de degrader la 
matrice extracellulaire. 

Par exemple, un fragment d'interet peut comporter le domaine du type hemopexine 
(SEQ ID N°2 aa 284-513) qui est capable d'interagir avec d'autres prolines ou 
polypeptides possedant une activity anti-inflammatoire ou anti-angiog6nique, Brooks 
P. C, Silleti.S., von Schalscha T. L., Friedlander M. and Cheresh D. A (1998) Cell 92, 
391-400, citee dans la description par reference. 

Un aspect complementaire de 1'invention a trait a un vecteur comprenant une sequence 
ou une sequence codant pour un polypeptide tel que defini ci-dessus. 
Cette sequence peut etre fiisionnee a un promoteur efficace dans les cellules eucaryotes 
et/ou procaryotes. Le vecteur peut comporter en outre un gene de selection. Dans un 
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mode particulier de realisation, le vecteur peut exprimer un oligonucleotide capable 
d'inhiber F expression de MMP-24. 

Un autre aspect de Finvention porte sur un anticorps capable de se lier specifiquement 
5 a un polypeptide tel que defini ci-dessus. Les anticorps peuvent etre polyclonaux ou 
monoclonaux. Les anticorps polyclonaux sont obtenus en stimulant leur production 
dans un animal hote approprie en injectant les polypeptides de Finvention 
eventuellement en association avec des adjuvants. Les anticorps monoclonaux peuvent 
etre prepares a partir d'hybridomes selon la technique « Kohler & Milstein » (Nature 

10 1975, 256 : 52-55). Les techniques permettant la production d'anticorps sont bien 
connues par Phomme du metier, notamment a travers des ouvrages g6n6raux tels que 
Roitt et al, Immunology second edition (1989) Churchill Livingstone, London. 
On entend par « anticorps » dans le cadre de Finvention, un anticorps, ses derives et 
ses fragments, Dougall et al, In Tibtech 12 : 372-379 (Sept 1994). On peut citer 

1 5 notamment les fragments Fab, F(ab')2 et les Fv. 

Ainsi, il est possible de proceder a la detection et/ou a la quantification d'un 
polypeptide selon Finvention en mettant en oeuvre un oligonucleotide ou un anticorps 
decrit ci-dessus. A cet effet, il est utile de pouvoir disposer d'un kit de diagnostic 
20 comprenant ledit oligonucleotide ou ledit anticorps eventuellement marque soit avec 
un isotope radioactif soit avec un compose fluorescent ou autre. 

Un aspect supplemental de Finvention concerne un procede d'identification du 
substrat de MMP-24 caracterise en ce Fon met en oeuvre la technique dite « phage 
25 display assay ». Cette technique, qui consiste a utiliser un librairie de phages portant 
une sequence peptidique aleatoire est abondamment decrite dans la litterature, 
notamment dans Smith M.M, Shi L. and Navre M. (1995) Rapid identification of 
highly active and selective substrates for stromelysin and matrilysin using 
bacteriophage peptide display libraries. J. Biol. Chem. 270 (12) 6440-6449 ; et dans 
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Matthews D. J. and Wells J.A. (1994) A survey of furin substrate specificity using 
phage display. Protein Sci. 3(8) 1 197-1205, citees dans la description par reference. 

Une fois la cible de MMP-24 identifiee, il est possible de tester parmi differents 
5 families ou librairies de composes ceux qui affectent positivement ou negativement 
Pactivite de MMP-24. On peut noter que des composes peptidiques modifies 
chimiquement reprenant la structure du substrat de MMP-24 repr&entent des 
inhibiteurs potentiels. 

10 Ainsi, la presente invention porte sur un procede de criblage de composes susceptibles 
d'inhiber ou d'activer la degradation de la matrice extracellulaire par MMP-24 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) fixation d'un complexe [colorant-substrat de MMP-24] sur un support solide, 

b) addition d'au moins un compose susceptible d'inhiber ou d'activer MMP-24, 
1 5 c) Incubation avec un polypeptide explicite precedemment, 

d) Detection de la quantite du colorant libera. 

Le support solide est de preference une plaque ELISA. Lorsqu'un compose inhibe la 
proteinase, le colorant demeure lie a la plaque ELISA et est detecte. Autrement, le 
20 colorant est elimin6 lors du rin?age de la plaque. 

Parmi les composes susceptibles d'agir sur MMP-24, on peut notamment tester ceux 
qui ont deja montr£ une activite agonistique ou antagonistique des proteinases, en 
particulier des stromelysines. 

On peut en particulier s'interesser a tester les composes decrits dans les documents 
25 suivants : 

EP0891329 COMPOSES PEPTIDYLES AYANT UNE ACTIVITE INHIBITRICE DES 
MMPET DU TNF. 

EP0874842 COMPOSES DE MERCAPTOALKYLPEPTIDYL POSSEDANT UN 
SUBSTITUANT IMIDAZOLE ET LEUR UTILISATION COMME INHIBITEURS DE 
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METALLOPROTEINASES MATRICIELLES (MMP) ET/OU DU FACTEUR DE 
NECROSE TUMORALE (TNF) 

EP0821671 DERIVES D'ACIDE HYDROXAMIQUE ARYLSUFONYLE EN TANT 
QUTNHIBITEURS DE MMP ET DE TNF 
5 EP0818443 MERCAPTOCETONES ET MERCAPTOALCOOLS, LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION ET LEUR UTILISATION COMME INHIBITEURS DE 
METALLOPROTEINASES MATRICIELLES 

EP0757037 DERIVES D'ACIDE SULFONYLAMINO COMME INHIBITEURS DE 
METALLOPROTEINASE 
1 0 WO9850351 NOUVEAUX DERIVES DE CYSTEINE, LEURS PROCEDES DE 
PRODUCTION ET PRODUITS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT 
W09839326 COMPOSES AROMATIQUES D'ACIDE SULFONYLE ALPHA-HYDROXY 
HYDROXAMIQUE 

W09839316 COMPOSES N-HYDROXY-4-SULFONYL-BUTAN AMIDEW098393 1 5 
1 5 COMPOSES AROMATIQUES D'ACIDE SULFONYL ALPHA-CYCLO AMINO 
HYDROXAMIQUE 

W09839313 COMPOSES D'ACIDE HYDROXAMIQUE SULFONAMIDE TFDOARYLE 
W09838163 N-HYDROXY-2-(ALKYL,ARYL OU HETEROARYL SULFANYL, 
SULFINYL OU SULFONYL)- ALKYL, ARYL OU HETEROARYL AMIDES SUBSTITUES 
20 EN POSITION 3, UTILISES COMME INHIBITEURS DES METALLOPROTEINASE 
MATRICIELLE 

WO9827069 COMPOSES DE PIPERAZ1NE INHIBITEURS DE METALLOPROTEASE 
MATRICIELLE (MMP) OU DE TNF 

W09816514 ACIDES ORTHO-SULFONAMIDO-BICYCLIQUES-HETEROARYL 
25 HYDROXAMIQUES EN TANT QUTNHIBITEURS DES METALLOPROTEINASES 
MATRICIELLES ET DE TACE 

WO9816506 ACIDES BETA-SULFONAMIDO HYDROXAMIQUES UTILISES COMME 
INHIBITEURS DE METALLOPROTEASES MATRICIELLES ET DE TACE 
WO9812309 PROCEDE D'ACTTVATION ET D'INHIBmON DE SURFACE 
30 CELLULAIRE 

WO9804287 UTILISATION O'lNFflBITEURS DE PROTEINASE POUR LA 
PREVENTION OU LA REDUCTION DE LA RESORPTION OSSEUSE 
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WO9803164 COMPOSES A BASE DE SULFONE DE THIOL SERVANT D'INHIBITEURS 
DES METALLOPROTEASES 

W09743247 INHIBITION DE METALLOPROTEASES MATRICIELLES PAR DES 
COMPOSES DE PHENETYLE SUBSTITUES 
5 W09747599 DERIVES DE SUCCINAMIDES UTILES EN TANT QIPINHIBITEURS DU 
TNFET/OU DES MMP 

W09743245 INHIBITION DE METALLOPROTEASES MATRICIELLES PAR DES 
COMPOSES CONTENANT DE L'ACETYLENE 

WO9743240 INHIBITION DE METALLOPROTEASES MATRICIELLES PAR DES 
10 ACIDES 2^0MEGA-AROYLALKYLH-BIARYI^-OXOBUTYRIQUES 

W09743239 INHIBITION DES METALLOPROTEASES MATRICIELLES PAR LES 
ACIDES BIARYLE OXOBUTYRIQUES SUBSTITUES 

Ainsi, Pinvention vise un compose susceptible d'etre obtenu a partir du procede de 
1 5 criblage indique ci-dessus. Ce compost peut inhiber ou activer Pactivite de MMP-24. 

L'invention a egalement pour objet une composition comprenant ledit compost ou un 

vecteur decrit prScedemment et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La composition selon Pinvention peut comporter en outre des agents choisis parmi 

ceux couramment employ6s dans le traitement du cancer : 
20 - Les derives des glucocorticoids, 

- les agents alkylants tels que les moutardes a Pazote, par exemple la 
cyclophosphamide, 

- les complexes de Platine, par exemple la cisplatine, 

- les derives de P&hylene-imine, de dimethane sulfonoxy-alkanes, 
25 - les derives de la pip^razine, 

- les inhibiteurs des topoisomerases tels que les inhibiteurs de la topoisomerase 2, par 
exemple les anthracyclines, Pepipodophyllotoxine tel que Petoposide, les inhibiteurs 
de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

- les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 
30 antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par exemple la 5- 

fluorouracile, 
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- les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, les taxoides tel que le taxotere, 

- les cytolytiques divers tels que la bl&>mycine, la dacarbazine, Phydroxycarbamide, 
T asparaginase, la mitoguazone, la plicamycine. 

Ces agents antineoplastiques sont decrits dans Actualite Pharmaceutiques n°302 (Oct 
5 1992) pages 38a39et41a43 citee dans la description par reference. 

On peut egalement choisir les radiations gamma utilisees en radiotherapie, Petoposide, 
la doxorubicine, la dexamethasone, la ceramide telle que la ceramide C8, la 
lonidamine. Certains desdits agents anticancereux, sont plus particulierement decrits 
10 dans US 5,260,327 qui concerne Putilisation de la lonidamine pour traiter les 
metastases, dans JO 5017353 qui porte Putilisation de la lonidamine en association 
avec d*autres agents anticancereux, et dans EP 291151, qui decrit Putilisation des 
derives de la phlorizine. Ces documents sont cites dans la description par reference. 

15 II est egalement possible d'associer le compose selon Pinvention avec un compose 
connu pour induire une hypoxie des tumeurs, notamment les inhibiteurs de 
Pangiogenese. On peut notamment citer Pendostatine et Pangiostatine decrites par J. 
Folkman, les thrombospondine-1 et -2 (TSP-1, -2) Locopo et al (1998) ; les facteurs 
IFN gamma, TNFalpha, et BL-1 alpha , Maier et al (1999), U-995, un inhibiteur derive 

20 du cartilage de requin, Sheu et al (1998). Ces publications, la revue sur les inhibiteurs 
naturels, Paper et al (1998), et la revue generate sur les differents inhibiteurs connus, 
Harris et al (1998) sont cities par reference dans la description. 

Un autre aspect de Pinvention se rapporte a Putilisation d'un compose ou d'un vecteur 
25 decrit precedemment pour la fabrication d'un medicament, notamment d*un 
medicament destine au traitement du cancer, en particulier pour prevenir et/ou 
empecher la formation de metastases, pour inhiber Pangiogenese, notamment pour 
prevenir et/ou d&ruire la vascularisation des tumeurs, et/ou pour le traitement des 
maladies inflammatoires, notamment pour le traitement de Parthrite et des 
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rhumatismes. Les recents developpements des therapies axees sur les MMP sont 
revues dans WO 98/40475 page 2 ligne 7 a page 3 ligne 34. 

Pour la suite de la description, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
5 apres. 

Legendes 

Figure 1 : Prediction de la sequence en acides amines et structure des differents 
10 domaines de MMP-24* 

A- La region du "cysteine switch* (P89 - D95) ainsi que la region liant le zinc du 
domaine catalytique (H216 - H226) sont encadrees. Les sites potentiels de 
glycosylation sont soulignes ainsi que les cysteines conservees du domaine 
h6mopexine. Le peptide signal et le domaine transmembranaire putatif sont en 
15 caracteres gras. 

B- MMP-24 possede la meme organisation structurale que d'autres MMPs, avec un 
domaine NH2-terminal formant la proenzyme (domaine I) contenant le "cysteine 
switch", un domaine catalytique avec des histides organisees de manidre a Her une 
molecule de zinc au niveau du site actif (domaine II), et un domaine COOH- 
20 terminal contenant des homolgies avec 1'hemopexine et la vitronectine (domaine 
III). Dans le domaine hemopexine-like, la partie hachuree represente le domaine 
transmembranaire putatif 

Figure 2 : Alignement avec le programme CLUSTAL de la sequence predite en 
25 acides amines de MMP-24 avec les MMP-3, -10, -13, -8, -1 humaine. 

Les rdsidus encadres sont conserves. 

Figure 3 : Analyse de Pexpression de PARNm de MMP-24 dans differents tissus 
humain (A) et Hgnees cellulaires (B). 
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Des aliquots de 2 |iig d'ARN polyA+ isoles a partir des tissus humain et lignees 
indiques furent traites par Western blot, avec une sonde specifique marquee au [32P]; 
les positions du marqueur de poids moleculaire sont indiquees sur la gauche. 

5 Figure 4 : Expression de MMP-24 dans les cellules COS-1 transferees de maniere 
transitoire. 

A- Analyse en Western blot. Les cellules sont transferees avec les constructions 
ADNc de MMP-24 suivies du tag C-myc ou un controle positif codant pour une 
proteine de 45 kDa. Des aliquots de lysats de cellules transferees (puits 4-6) ou de 
10 surnageants concentres (puits 1-3) furent traites sur un gel SDS-PAGE et western 

blot avec un anticorps anti tag C-myc coupte a la HRP. Puits 1 et 4: cellules COS 
transferees avec le ADNc codant pour controle positif; porteine secrete de 45 
kDa, puits 2 et 5 : MMP-24 DT et puits 3 et 6: MMP-24FL. 

B- Detection de MMP-24 dans les cellules COS 1 transferees, ^immunofluorescence 
15 avec l'anticorps anti C-myc tag a ete realisee sur des cellules COS 1 transferees 

par les constructions indiquees et permeabilisees. L'intensite de fluorescence a ete 
analysee sur un microscope confocal. 

Exemple 1 : Identification et clonage de TADNc codant pour MMP-24, 

20 

Materiels et methodes: 

Criblage de la base de donnees EST* 

La base de donnee EST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/> a ete criblee en utilisant le 
motif proteique EDGIAQIRGEIFFFKDRFIWR (SEQ ID N°5) dans la requete. Trente 
25 et un EST comprenant une sequence codant pour ce motif ont ete identifies et 
compares avec les sequences de MMP deposees dans la base de donnee Swissprot 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Un EST (Acc#AA424347) de 410 paires de bases 
codant pour une nouvelle MMP a ete sujet a une analyse plus poussee comme decrit ci- 
dessous. L' ADNc correspondant a ete appele MMP-24. 

30 
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Clonage de PADNc de MMP-24. 

Deux amorces de PCR coitus sur la base de la sequence de TEST AA424347 ont ete 
utilises pour amplifier un fragment de 410 paires de bases de MMP-24 & partir 
d' ADNc de placenta humain (Source de 1'ADNc humain: Clontech, Palo Alto, CA). Le 
5 fragment d*ADNc de MMP-24 amplifie a ete clone dans le vecteur TA pCR2.1 
(Invitrogen) et analyse par sequen9age. La sequence nucteotidique de MMP-24 a servi 
comme point de depart pour la conception d'amorces pour le clonage du reste de la 
sequence codante de MMP-24 par PCR ancr6e. Pour le clonage de la partie 5* de 
PADNc, ^amplification par PCR a ete men6e avec Pamorce MMPY4 (5'- 

10 TCAGGGTCACAGGCATGGGGTATAG-3') (SEQ ID N°6), dont la sequence a ete 
definie a partir de la sequence de TEST AA424347, et Pamorce specifique pour 
Pancre API (Kit "Marathon", Clonetech). La meme approche a 6te utilisee pour le 
clonage de la region 3' de MMP-24. La reaction de PCR a ete r^aliste avec les amorces 
MMPY1 (5'-GTCCATCTATGGAGGTCTGCCTAAG-3') (SEQ ID N°7) et API. Les 

15 fragment d'ADNc amplifies ont ete clones dans le vecteur pCR2.1 (Invitrogen). Les 
clones positifs ont et6 identifies par hybridation sur colonies avec un systeme DIG 
pour hybridation sur filtre (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany). La 
procedure a ete r6alis6e selon les instructions du fournisseur du kit avec des amorces 
marquees au DIG comme sonde. La region codante de PADNc de MMP-24 a ensuite 

20 ete amplifiee par PCR en utilisant un kit "Advantage-GC ADNc PCR" (Clontech) avec 
les amorces MMPY11 (5 -AAGAGAGGAATGAAGCGCCTTCTGC-3 t ) (SEQ ID 
N°8) et MMPY18 (5 , -CGGTCTATGAATTTATTGATAAATAGAAGTG-3 , ) (SEQ 
ID N°9). Le produit d'amplification de 1563 paires de bases (MMP24-FL; Full 
Length) a 6t6 clone dans le vecteur TA pCR2. 1 (Invitrogen). Un fragment de P ADNc 

25 de MMP-24 (MMP-24AT), sans la partie codant pour la region transmembranaire, a 
aussi ete amplifie a Taide des amorces MMPY11 (5'- 
AAG AG AGG AATG AAGCGCCTTCTGC-3 ') et MMPY22STOP (5'- 
CTATCGGCCTTATGGGCCTGAATGTGCTTTTTCCTTAAACTC-3') (SEQ ID 
N p 10) et clon6 dans le plasmide pCR2.1. Les deux inserts ont ete entierement 

30 sequences. 
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Les inserts MMP-24FLet MMP-24AT ont ete reclones dans le plasmide pcDNA3.1- 
MYC-HIS (Invitrogen, Leek, Hollahde) pour les essais de transcription-traduction et 
pour la transfection transitoire dans les cellules COS-I. 

5 R&ultats : 

Le motif FKDRXXWR (SEQ ID N°l 1) est conserve dans les domaines hemopexines 
de la famille des proteinases MMP. La presence de la sequence codant pour le motif 
FKDRXXWR dans la banque de donnee EST a ete recherchee a Taide du logiciel 
TBLATNT. Le resultat de cette recherche a ete crible pour la presence de longues 

10 regions codant es dans les differentes phases de lectures (ORFs). Les ORFs avec des 
homologies pour les MMPs ont ete comparees avec les sequences de proteines 
deposSes dans la base de donnees Swissprot a Taide du logiciel BLASTP. La 
sequence en acides amines de TEST AA424347 avait une forte homologie avec la 
stromelysine 1 de lapin et la stromelysine 2 humaine. Differentes cellules humaines et 

15 lignees cellulaires humaines (HEK 293, HUVEC, JF7, RPMI 8226, RPMI 8866, 
HMC1, HFB1, U266 et placenta) on ete criblees par transcription reverse et PCR (RT- 
PCR), en utilisant des amorces specifiques, pour T expression de 1'ARNm codant pour 
la nouvelle MMP dont une partie de la sequence est contenue dans TEST AA424347. 
Un fragment d' ADNc avec une sequence identique a celle de cet EST a ete amplifie en 

20 utilisant de l'ADNc de placenta comme source de ADNc. 

Pour doner la region codante complete de FARNm de la nouvelle metalloproteinase, 
on a choisi une approche bas6e sur la PCR ancr^e en utilisant comme substrat de la 
reaction de V ADNc de placenta lie a un adaptateur. Grace a cette technique, une region 
de 738 paires de bases de l'ADNc situee en amont de la zone couverte par TEST 

25 AA424347 a ete obtenue. Ce fragment comprend un codon d'initiation AUG putatif 
pr6c6de par une sequence consensus Kozac. En parallele, un segment d* ADNc localise 
en aval de la region contenue dans PEST a 6te amplifiee. Ce segment comprend une 
queue polyA+. En utilisant Pinfbrmation obtenue par le sequenfage des produits de 
PCR ancree, la region codante complete de TADNc de la nouvelle MMP a ete clonee 

30 par transcription reverse et PCR. L'ADNc obtenu de 1554 paires de bases code pour 
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un precurseur de proteinase de 526 acides amines (poids moleculaire predit : 59 kDa) 
avec toutes les caracteristiques des membres de la famille des metalloproteinase 
matricielles (MMPs). La methionine codee par le codon d'initiation est suivie d'un 
peptide signal putatif comprenant 19 r6sidus. hydrophobes (aa 1- aa 19) comme chez 
les autres membres de la famille MMP, suggerant que cette nouvelle MMP est ciblee 
dans le reticulum endoplasmique. Le peptide signal est suivi d'un prodomaine 
contenant la sequence tres conservee PRCGVPD (SEQ ID N°12) (aa 20 - aa 98). Cette 
sequence comprend une cysteine unique (a la position 91), qui, chez les autres MMP a 
comme role d'inactiver le proenzyme en liant le zinc du domaine catalytique (" 
cysteine switch "). Le domaine catalytique de 163 acides amines (aa 99 - aa 262) 
comprend le motif liant le zinc HESGHALGLSHS (SEQ ID N°4) qui est tres 
conserve, ainsi qu'une methionine situee sept residus en aval de ce motif, presente 
chez toutes les MMPs. II a ete propose que cette methionine joue un role essentiel dans 
la structure du site actif de cette famille d'enzymes (21). Le domaine catalytique est 
suivit d'une region charniere de 22 acides amines (aa 263 - aa 283) comprenant six 
prolines. Le segment carboxy terminal, d'une longueur de 230 acides amines contient 
une region homologue aux domaines hemopexines presents chez toutes les MMPs a 
l'exception de MMP-7. Finalement, la metalloproteinase se termine par une region 
hydrophobe de 24 acides amine* (Fig. 1). Cette comparison de structure primaire 
suggere que la phase ouverte de lecture de I'ADNc clone code pour un nouveau 
membre de la famille MMP que nous avons nomme MMP-24, MMP-23 etant le 
dernier membre de la famille MMP repertorie jusqu'a present (1 1). 
Une comparison de sequence avec chacun des membres de la famille des MMP a ete 
effectuee afin d'essayer de classer MMP-24 dans une de ces sous families de MMP. 
Cette comparaison indique que MMP-24 se rapproche du groupe des stromelysines 
(22) avec une plus forte homologie pour la stromelysine 2 (52% d'identite ; Fig. 2). 
Une comparaison a ete effectuee sur le domaine catalytique uniquement . Ce domaine 
de MMP-24 est identique a 60% a celui des stromelysines humaines 1 et 2 (MMP-3, 
MMP- 10) et des collagenase humaines 1 et 2 (MMP-8, MMP-1; Fig. 2). Trois acides 
amines situes proches du domaine liant le zinc (Tyr-214, Asp-235, Gly-237 suivant la 
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numerotation de la collagenase-3) ont ete decrits comme fondamentaux pour Pactivit^ 
collagenase (23) et sont absent des stromely sines. Dans la sequence de MMP-24 ces 
trois acides amines sont remplaces par les Phe-208, Asp-229, et Thr-231. Cette 
difference indique qu'il est improbable que MMP-24 soit une collagenase. De meme, 
en raison de P absence d'un domaine repete de type fibronectine-II, il est improbable 
que MMP-24 appartienne au sous groupe des gelatinases. 

Les strom&ysines possedent une region hydrophobe caract^ristique comprenant neuf 
acides amines en aval du domaine catalytique. Un motif similaire mais plus court (7 
acides amines) peu etre identifie dans le domaine catalytique de MMP-24 (Fig. 1). Les 
domaines catalytiques des MMPs sont connus comme liant deux molecules de zinc. 
Becker et collaborateurs (24) ont montres que pour MMP-3, une molecule de zinc est 
situ6e au niveau du site actif et lie les chain es secondares des acides amines His 201, 
His 205 et His 211, alors que Pautre molecule de zinc a une fonction structural et 
interagit avec les chames secondares des residus Asp 153, His 151, His 166 et His 
179. Une situation similaire peut etre postule pour MMP-24 de par la presence des 
acides amines His 165, His 181, Asp 182 et His 194 suggerant que MMP-24 a aussi la 
capacite de Her deux molecules de zinc. Pour MMP-3, il a ete suggere que ce deuxieme 
zinc est critique pour maintenir la protease dans une forme active liant le second zinc, 
en maintenant le premier site de liaison du calcium (His 151 a His 166) a Pecan du site 
actif et en aidant P organisation de la poche du site actif pour la liaison au substrat (25). 
La sequence proteique de MMP-24 a aussi un point commun avec une autre sous 
classe de MMP, les MT-MMPs : la region carboxy terminate du domaine hemopexine 
contient une serie de 24 acides amines essentiellement hydophobes (Fig. 1). 
Neanmoins, 4 la difference des MT-MMPs et de la stromelisine 3, MMP-24 ne possede 
pas de sequence consensus R-X-R/X-R entre les domaines pro et catalytique pour 
Pactivation par clivage intracellulaire de la proenzyme par la furine (9) (26) (27) (28) 
(29) (30) (31) (32). Enfin, le domaine catalytique de MMP-24 comprend le site de N- 
glycosilation (N-Y-S/T) qui est conserve chez les collagenases, stromelysines-1 et -2, 
metalloelastase de macrophage et les MT-1, -2 and -3 MMPs, et dont la glycosilation a 
ete demontree pour plusieurs de ces MMPs. Six autre sites putatifs de N-glycosylation 
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ont pu etre localises aux positions 55-58, 1 10-113, 200-203, 452-455, 470-473 et 508- 
511. Selon ces comparaisons structurales avec la sequence d'autres MMPs, MMP-24 
peut etre regroupee dans la famille des stromelysines. EHe repr6senterait alors le 
quatrieme membre de cette sous classe et serait done nominee stromelysine-4. 

Exemple 2 : Analyse de F expression de MMP-24 

Materiels et methodes: 

Source des cellules et conditions de culture* 

Us lignees HEK 293, COS1, RPMI 8226, RPMI 8866, HT29, Raji, THP-I ont ete 
obtenues de V American Type Culture Collection (ATCC ; Manassas, VA) et cultivees 
selon les instructions de PATCC. La lignee HMC-1 nous a ete genereusement donnee 
par le Dr. J. Butterfield (Mayo clinic, Rochester, MN). Cette lign6e a et€ cultivee dans 
du milieu DMEMF12 addition^ de serum de veau foetal 10 % (FCS). La source et les 
conditions de culture des lignees U266, Jijoye, HFB1 et du clone de cellules T JF7 ont 
ete decrites precedemment (12) ; (13). Les cellules endoth&iales de veine ombilicale 
humaine (HUVEC) ont ete isolees et cultivees comme decrit precedemment (14). Les 
clones de melanome invasifs TIC3 et non invasifs IC8 nous ont ete obligeamment 
donnees par le Dr. D. Schmitt (INSERM, U346, Lyon, FR). Elles ont etes cultivees en 
monocouche dans du milieu McCoy 5 A (GBBCO) additionne de 10% de FCS. 

Analyse par Northern blot. 

Pour Fanalyse de Pexpression du transcrit MMP-24 dans les tissus humains, un 
fragment de 820 paires de bases de TADNc de MMP-24 a ete amplifie par PCR a 
l'aide des amorces MMPY9 (5-GGGGCTCTCTCACTCCAATGATCAAAC-3') 
(SEQ ID N°13) et MMPY8 (5 r - GAT ATC AAAAC AAATG AGGAGTTC-3 ') (SEQ ID 
N°14). II a ensuite ete marque par "random priming" (15) en incorporant du [a-32P]- 
dCTP (220 TBq/mmol; Amersham France SA, Les Ulis, France). Ce fragment 
radiomarqu6 a ete utilise comme sonde pour les essais Northern blot avec les ARNs de 
tissus humains ( membranes "Human 12-Iane Multiple Tissue Northern blot" et 
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"Human Immune System Blot II"; Clontech). Les hybridations, effectu6es dans la 
solution "ExpressHyb" (Clontech), et les lavages, ont et& conduits selon les 
instructions de Clonetech. Pour l'analyse de l'expression de TARN codant pour MMP- 
24 dans les lignees celluiaires, TARN polyA+ a et<5 isole par la procedure au 
5 thiocyanate de guanidium-trifluoroacetate de cesium et chromatographie sur sepharose 
oligo-dT (16). Pour produire une sonde ARNc, 1'ADNc de MMP-24 clone dans pCR 
2. 1 a ete coupe avec Penzyme de restriction Bam HI, et transcript par la polymerase T7 ; 
en presence de [<x-32P]-UTP (Amersham, 220 TBq/mmol). Des aliquots d'ARN poly 
A+ (2|ig) ont ete separes par electrophorese sur gel agarose 1%, 6% formaldehyde, 
10 electotransferres sur membrane Nylon+ et fixe aux UV (18). Les conditions 
d'hybridation et de lavage des essais Northern blot etaient identiques a celles decrites 
precedemment (19). 

i 

Transfection transitoire. 

15 Les cellules COS-I ont ete transferees avec les plasmides MMP24FL-pcDNA3.1- 
MYC-HIS et MMP24AT-pADNc3.1- MYC -HIS a Taide du reactif FuGENE 6 
(Boerhinger Mannheim) en suivant les recommandations du producteur. 

Analyse par Western Blot. 

20 Les cellules COS-I et leurs milieux de culture ont ete recoltes 72h apres transfection, 
Les surnageants ont etes centrifuges 5 minutes a 2 000 tours par minutes (rpm), 5 
minutes a 4 000 rpm dans un rotor 8160 (Heraeus Instruments, Osterode, Germany) 
pour eliminer les debris celluiaires puis concentres (Cellule de concentration 
AMICON; limite d'exclusion de lOkDa ). Les cellules ont ete lavees deux fois dans du 

25 tampon phosphate salin (PBS) et lys6es dans du tampon RIP A (150 mM NaCl, 1% 
NP40, 0,5% DOC, 0,1% SDS, 50 mM Tris pH 8). Apres 30 minutes d' incubation a 
4°C, les materiaux insolubles on ete separes des lysats celluiaires par un cycle de 
centrifugation de 5 minutes dans une microcentrifugeuse. Les lysats celluiaires et les 
surnageants ont ete incubes une premiere fois avec de la prot6ine G-Sepharose seule 

30 (Amersham -Pharmacia Biotech, Sweden), puis centrifuges dans une 
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microcentrifugeuse afin d'&iminer la proteine G-Sepharose. lis ont ensuite ete incubes 
avec l'anticorps anti-C-myc (10 ^g/ml) pendant une heure a 4°C. La proteine G- 
Sepharose a ete ajoutee pour une incubation de 16h. Les proteines 
immunonoprecipitees des cellules et des milieux de cultures ont 6t6 lavees deux fois 
dans les milieux d' incubation (RIPA ou RPMI, respectivement) et diluees 1 :1 dans 
du tampon echantillon Tris-glycine-SDS contenant 750 mM 2-P-Mercapthoethanol. 
Les echantillons ont ete chauffes a 95°C pendant 5 minutes. Les proteines ont ete 
separees par electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide 10% et electrotransferrees sur 
membranes nitrocellulose (20). Les membranes ont ete bloquees pendant 16h a 4°C 
dans 20 mM Tris, 154 mM NaCl, 0,1% Tween-20 contenant 5% de lait ecreme 
liophylise. Elles ont ensuite ete incubees 2h avec le meme tampon contenant de 
I'anticorps anti-C-myc tag couple a la peroxydase, diluee 1/1000 (Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Germany). L'anticorps lie a ete detecte par 
chimioluminescence (ECL, Amersham France, SA). 

Marquage des cellules par immunofluorescence. 

Pour detecter Pexpression de MMP-24FL et MMP-24AT dans les cellules COS-I, les 
cultures ont et6 fixees 72h aprfes transfection avec du PBS contenant 4% de 
paraformaldehyde pendant 15 minutes a 22°C, lavees deux fois dans du PBS et 
incubees pendant 20 minutes avec un anticorps monoclonal specifique, dirige contre le 
tag c-myc dilue a 10 ^ig/ml (Roche Molecular Biochemicals) dans du PBS contenant 
0. 1% de saponine. Les cellules ont ensuite ete lavees deux fois avec du PBS additionne 
de 0.01% de saponine et incubees comme decrit ci-dessus avec un anticorps secondaire 
de chevre anti-IgG de souris conjugu6 au FITC (Silenus Laboratories, Hawthorn, 
Australie) dilue 1/200 dans du PBS avec 0.1% de saponine. Les cellules ont et6 lavees 
deux fois avec du PBS 0.01% de saponine. La fluorescence a ete analysee avec un 
microscope confocal Zeiss LSM 510 (Carl ZEISS, Gottingen, Allemagne). 

Resultats : 

Distribution tissulaire. 
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Pour analyser 1'expression de l'ARNm de MMP-24, nous avons utilise un fragment de 
PADNc correspondant a la region codant pour la partie carboxy terminate de MMP-24 
comme sonde. L'analyse par Northern blot a ete effectuee avec de l'ARN poly A+ 
isole de divers tissus humains. Un transcrit de 1.6 kb a ete observe sur de TARN isole 
de foie adulte et foetal, de rein, d'intestin grele et de moelle osseuse (Fig. 3). Une 
expression plus faible du meme transcrit est aussi detectable dans Ie thymus, le coeur et 
le placenta. Ce profil depression est comparable a celui decrit pour les MT1-MMP et 
MT2-MMP (29). Generalement, les MMPs ne sont pas synthetisees dans les cellules 
adultes dans des conditions normales (cellules quiescentes). La presence de l'ARNm 
codant pour MMP-24 dans un grand nombre de tissus normaux suggere que cette 
enzyme joue un role dans le processus de remaniement de la matrice extracellullaire au 
sein de ces tissus directement ou indirectement par activation d'autres MMPs. MMP- 
24 pourrait aussi etre impliquee dans d'autres processus qui sont connus pour etre 
medies par des MMPs tels que Tactivation de proteinases secretees, le relarguage apres 
clivage de cytokines membranaires, facteurs de croissance et recepteurs hormonaux 
(36) (37) (38). L'analyse de I'expression de 1'ARN messager de MMP-24 a 6l6 
etendue aux lignees cellulaires (fig 3). Le transcrit de MMP-24 a ete detecte dans la 
lignSe cellulaire de myelome RPMI 8226, la lignee de fibroblaste de rein transforme 
par Fadenovirus HEK 293, la lignee de lymphome B HFB1 et les clones de melanomes 
TIC3 and IC8. Les melanomes sont connues comme des tumeurs tres invasives et k 
haut potentiel metastatique. L'expression du transcrit codant pour MMP-24 dans des 
lignees de melanome est compatible avec un r61e de ces proteases dans ces processus. 

Expression de MMP-24 dans les cellules COS-1 transferees de maniere 
transiantes. 

Des transfections de cellules COS-1 ont 6t6 effectuees afin de verifier directement la 
capacite de l'ADNc de MMP-24 k coder un proteine et determiner la localisation 
cellulaire de cette proteine. Comme MMP-24 comprend une region hydrophobe en 
carboxy terminal, deux constructions ont ete utilisees. La premiere est une forme 
tronquee de l'ADNc ou les 100 demises paires de bases de la region codante ont ete 
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eliminees (MMP24-AT), alors que la seconde contient Pensemble de la region codante 
(MMP24-FL). Une region codant pour un epitope reconnu par Panticorps anti c-myc a 
&e ajoutee en 3' des ORFs des deux constructions pour la detection et la purification 
de MMP-24. L'analyse par Western blot avec Panticorps monoclonal anti-c-myc a 
5 rdvele que les deux construction d'ADNc codaient pour des proteines ayant la taille 
attendue (respectivement 59 et 60 kDa ; Fig. 4). La proteine MMP24-FL n'etait 
detectable que dans le lysat cellulaire alors que la proteine MMP24-AT etait 
observable aussi bien dans le lysat cellulaire que dans les surnageants des transfectants 
(Fig. 4). Ces resultats suggerent que PADNc de MMP-24 que nous avons c!on6 code 
10 pour une proteine membranaire. 

Toutes les MT-MMPs decrites jusqu'a maintenant (29) (28) ont une region 
cytoplasmique plus longue que celle predite pour MMP-24 (qui a seulement deux 
acides amines intracytoplasmiques potentiels). De plus MMP-24 est plus proche, de 
15 par sa s6quence, des stromelysines que des MT-MMPs. Ces resultats montrent que 
MMP-24 represente la premiere stromelysine membranaire. Aussi bien les MT-MMPs 
que les stomely sines ont ete impliquees dans la regulation de Factivit6 d'autres MMPs. 
MMP-24 pourrait done etre impliquee dans ce type de fonction. 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> Pierre Fabre Medicament 



<120> Metalloprotease MMP-24 



<130> D18282 



<160> 14 

<170> Patentln Ver. 2.2 



<210> 1 

<211> 1583 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Gene codant pour MMP-24 



<400> 1 

gaagaaagag aggaatgaag 
ctgcatttcc cttagtccgg 
atctcaacca gttctactct 
ggagtctcat agatgacaaa 
gaaaactgga ctcaaacacc 
tgggccagta tggctacacc 
taaactatac tccggatatg 
agtgtggagc aaagtcactc 
catgattgcc tttaggactc 
gggagttctt ggccatgcct 
tgaggatgaa aactggacca 
tgaatttggt catgcactgg 
aaattatgtc tccctggatc 
caagtccatc tatggaggtc 
ccatgcctgt gaccctgact 
gttctttaaa ggcaggcacc 
attaattgct tcattctggc 
cagagataag attctggttt 
cttgccagat tatcccaaat 
agatgcagcc gtctgtgata 
ctggaggttt gatgaaatga 
acactttcct ggaatcagta 
tttcagccgt ggatcaaagc 
catgagaact aatacttggt 
tatcaacaag gaaaaagcac 
cttgtttatt tttggtattg 
tagacctaaa ataaaaaaaa 



cgccttctgc ttctgttttt 
atgatggaaa atgaagaaaa 
cttgaaatag aagggaatca 
attcgggaaa tgcaagcatt 
cttgagatca tgaagacacc 
ctccctgggt ggagaaaata 
gcacgagctg ctgtgatgag 
cactaaaatt caccaagatt 
gagtccatgg tcggtgtcct 
ttcctccctg gtcgggtctg 
aggatggagc aggattcaac 
ggctctctca ctccaatgat 
ccagaaaata cccactttct 
tgcctaaggt acctgctaag 
tgacttttga cgctatcaca 
tatggaggat ctattatgat 
catctctgcc agctgatctg 
ttaaagatga* aaacttctgg 
ccatccatac attaggtttt 
agaccacaag aaaaacctac 
cccaaaccat ggacaaaggg 
tccgtgttga tgctgctttc 
aatttgaata cgacattaag 
ttcaatgcaa agaaccaaag 
attcaggagg cataaagata 
ttcatttgct gaaaaacact 
aaa 



gttctttata acattttctt 60 
tatgcaactg gctcaggcat 120 
tcttgttcaa agcaagaata 180 
ttttggattg acagtgactg 240 
caggtgtggg gtgcctgatg 300 
caacctcacc tacagaataa 360 
gctatccaag aaggtttaga 420 
tcaaagggga ttgcagacat 480 
cgctattttg atggtccctt 540 
ggtggtgaca ctcattttga 600 
ttgtttcttg tggctgctca 660 
caaacagcct tgatgttccc 720 
caggatgata tcaatggaat 780 
ccaaaggaac ccactatacc 840 
actttccgca gagaagtaat 900 
atcacggatg ttgagtttga 960 
caagctgcat acgagaaccc 1020 
atgatcagag gatatgctgt 1080 
ccaggacgtg tgaagaaaat 1140 
ttctttgtgg gcatttggtg 1200 
ttcccgcaga gagtggtaaa 1260 
cagtacaaag gattcttctt 1320 
acaaagaata ttacccgaat 1380 
aactcctcat ttggttttga 1440 
ttgtatcata agagtttaag 1500 
tctatttatc aataaattca 1560 

1583 



<210> 2 

<211> 513 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> Sequence de MMP-24 
<400> 2 

Met Lys Arg Leu Leu Leu Leu Phe Leu Phe Phe He Thr Phe Ser Ser 
15 10 15 

Ala Phe Pro Leu Val Arg Met Thr Glu Asn Glu Glu Asn Met Gin Leu 
20 25 30 

Ala Gin Ala Tyr Leu Asn Gin Phe Tyr Ser Leu Glu He Glu Gly Asn 
35 40 45 

His Leu Val Gin Ser Lys Asn Arg Ser Leu He Asp Asp Lys He Arg 
50 55 60 

Glu Met Gin Ala Phe Phe Gly Leu Thr Val Thr Gly Lys Leu Asp Ser 
65 70 75 80 

Ser Thr Leu Glu He Met Lys Thr Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp Val 
85 90 95 

Gly Gin Tyr Gly Tyr Thr Leu Pro Gly Trp Arg Lys Tyr Asn Leu Thr 
100 105 110 

Tyr Arg He He Asn Tyr Thr Pro Asp Met Ala Arg Ala Ala Val Asp 
115 120 125 

Glu Ala He Gin Glu Gly Leu Glu Val Trp Ser Lys Val Thr Pro Leu 
130 135 140 

Lys Phe Thr Lys He Ser Lys Gly He Ala Asp He Met He Ala Phe 
145 150 155 160 

Arg Thr Arg Val His Gly Arg Cys Pro Arg Tyr Phe Asp Gly Pro Leu 
165 170 175 

Gly Val Leu Gly His Ala Phe Pro Pro Gly Pro Gly Leu Gly Gly Asp 
180 185 190 

Thr His Phe Asp Glu Asp Glu Asn Trp Thr Lys Asp Gly Ala Gly Phe 
195 200 205 

Asn Leu Phe Leu Val Ala Ala His Glu Ser Gly His Ala Leu Gly Leu 
210 215 220 

Ser His Ser Asn Asp Gin Thr Ala Leu Met Phe Pro Asn Tyr Ala Ser 
225 230 235 240 

Leu Asp Pro Arg Lys Tyr Pro Leu Ser Gin Asp Asp He Asn Gly He 
245 250 255 

Gin Ser He Tyr Gly Gly Leu Pro Lys Val Pro Ala Lys Pro Lys Glu 
260 265 270 
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Pro Thr lie Pro His Ala Cys Asp Pro Asp Leu Lys Thr Phe Asp Ala 
275 280 285 

lie Thr Thr Phe Arg Arg Glu Val Met Phe Phe Lys Gly Arg His Leu 
290 295 300 

Trp Arg lie Tyr Tyr Asp He Thr Asp Val Glu Phe Glu Leu He Ala 
305 310 315 320. 

Ser Phe Trp Pro Ser Leu Pro Ala Asp Leu Gin Ala Ala Tyr Glu Asn 
325 330 335 

Pro Arg Asp Lys He Leu Val Phe Lys Asp Glu Asn Phe Trp Met He 
340 345 350 

Arg Gly Tyr Ala Val Leu Pro Asp Tyr Pro Lys Ser He His Thr Leu 
355 360 365 

Xaa Phe Pro Gly Arg Val Lys Lys He Asp Ala Ala Val Cys Asp Lys 
370 375 380 

Thr Thr Arg Lys Thr Tyr Phe Phe Val Gly He Trp Cys Trp Arg Phe 
385 390 • 395 400 

Asp Glu Met Thr Gin Thr Met Asp Lys Gly Phe Pro Gin Arg Val Val 
405 410 415 

Lys His Phe Pro Gly He Ser He Arg Val Asp Ala Ala Phe Gin Tyr 
420 425 430 

Lys Gly Phe Phe Phe Phe Ser Arg Gly Ser Lys Gin Phe Glu Tyr Asn 
435 440 445 

He Lys Thr Lys Asn He Thr Arg He Met Arg Thr Asn Thr Trp Phe 
450 455 460 

Gin Cys Lys Glu Pro Lys Asn Ser Ser Phe Gly Phe Asp He Asn Glu 
465 470 475 480 

Lys Ala His Ser Gly Gly He Lys He Leu Tyr His Lys Ser Leu Ser 
485 490 495 

Leu Phe He Phe Gly He Val His Leu Leu Lys Asn Thr Ser He Tyr 
500 505 510 



Gin 



<210> 3 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> Domaine catalytique avec la sequence hautement conservee liant 
le zinc 

<220> 

<222> (12).. (12) 

<223> Xaa represente Ser ou Thr. 
<400> 3 

His Glu Xaa Gly His Xaa Xaa Gly Xaa Xaa His Xaa 
15 10 



<210> 4 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Domaine catalytique avec une sequence liant le zinc 
<400> 4 

His Glu Ser Gly His Ala Leu Gly Leu Ser His Ser 
15 10 



<210> 5 

<211> 21 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Motif proteique 
<400> 5 

Glu Asp Gly lie Ala Gin lie Arg Gly Glu lie Phe Phe Phe Lys Asp 
15 10 15 

Arg Phe He Trp Arg 
20 



<210> 6 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Amorce MMPY4 



<400> 6 

tcagggtcac aggcatgggg tatag 



25 
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<210> 7 

<211> 25 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Amorce MMPY1 
<400> 7 

gtccatctat ggaggtctgc ctaag 25 



<210> 8 
<211> 25 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Amorces MMPY11 
<400> 8 

aagagaggaa tgaagcgcct tctgc 25 



<210> 9 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> MMPY18 
<400> 9 

cggtctatga atttattgat aaatagaagt g 31 



<210> 10 
<211> 42 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Amorce MMPY22STOP 
<400> 10 

ctatcggcct tatgggcctg aatgtgcttt ttccttaaac tc 42 



<210> 11 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<220> 

<223> Motif conserve dans les domaines hemopexines 



2797890 



31 



<400> 11 

Phe Lys Asp Arg Xaa Xaa Trp Arg 
1 5 



<210> 12 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Sequence conservee du prodomaine (aa 20 - aa 98) 
<400> 12 

Pro Arg Cys Gly Val Pro Asp 
1 5 



<210> 13 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<223> Amorce MMPY9 



<400> 13 

ggggctctct cactccaatg atcaaac 



27 



<210> 14 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<223> Amorce MMPY8 



<400> 14 

gatatcaaaa caaatgagga gttc 



24 
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REVENDICATIONS 

Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence ayant au 
moins 80% d'identite avec le gene codant pour la metalloprot&nase MMP-24. 

Sequence nucleotidique selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle 
comporte la sequence SEQ ID N°l. 

Sequence nucleotidique comprenant au moins 12 nucleotides consecutifs d'une 
sequence selon Tune des revendications 1 et 2 ou d'une sequence capable de 
s'hybrider avec une sequence derivee de MMP-24, notamment avec PARNm de 
MMP-24. 

Sequence nucleotidique selon la revendication 3 caracterisee en ce qu'il s'agit 
d'une sonde, d'une amorce, d'un oligonucleotide antisens ou d'un fragment 
fonctionnel de MMP-24. 

Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend une sequence peptidique ayant au 
moins 52% d'identite avec la metalloproteinase MMP-24. 

Polypeptide selon la revendication 5 ayant la sequence SEQ ID N° 2. 

Polypeptide comprenant une combinaison de fragments de MMP-24 correspondant 
a des unites fonctionnelles selectionnes notamment parmi le peptide signal (SEQ 
ID N°2 aa 1-19), le prodomaine (SEQ ED N°2 aa 20-98), le domaine catalytique 
(SEQ ID N°2 aa 99-262), le domaine charniere (SEQ ID N°2 aa 263-283) et le 
domaine du type hemopexine (SEQ ID N°2 aa 284-513). 

Polypeptide selon la revendication 7 caracterise en ce qu'il possede une activite 
anti-angiogenique. 
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9. Polypeptide selon la revendication 7 comportant le domaine du type hemopexine 
(SEQ ID N°2 aa 284-513) caracterise en ce que ledit domaine est capable 
d'interagir avec d'autres proteines ou polypeptides possedant une activite anti- 

5 inflammatoire ou anti-angiogenique. 

10. Vecteur comprenant une sequence selon Tune des revendications 1 a 4 ou une 
sequence codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 5 a 9. 

10 11. Vecteur selon la revendication 10 caracterise en ce que ladite sequence est 
fiisionnee a un promoteur efficace dans les cellules eucaryotes et/ou procaryotes. 

12. Vecteur selon la revendication 1 1 caracterise en ce qu'il comporte en outre un gene 
de selection. 

15 

13. Vecteur selon la revendication 11 caracterise en ce qu'il exprime un 
oligonucleotide capable d'inhiber l'expression de MMP-24. 

14. Anticorps capables de se lier specifiquement a un polypeptide selon Tune des 
20 revendications 5 a 9. 

15. Precede de detection et/ou de quantification d'un polypeptide selon Tune des 
revendications 5 a 9 caracterise en ce qu'il met en oeuvre un oligonucleotide selon 
la revendication 4 ou un anticorps selon la revendication 14. 

25 

16. Kit de diagnostic caracterise en ce qu'il comprend un oligonucleotide selon la 
revendication 4 ou un anticorps selon la revendication 14. 

17. Procede d' identification du substrat de MMP-24 caracterise en ce que Ton met en 
30 oeuvre la technique dite « phage display assay ». 
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18. Procede de criblage de composes susceptibles d'inhiber ou d'activer la degradation 
de la matrice extracellulaire par MMP-24 caracterise en ce qu'il comprend les 

5 etapes suivantes : 

a) fixation d'un complexe [colorant-substrat de MMP-24] sur un support solide, 

b) addition d'au moins un compose susceptible d'inhiber ou d'activer MMP-24, 

c) incubation avec un polypeptide selon Pune des revendications 5 a 9, 

d) detection de la quantity du colorant libere. 

10 

19. Procede selon la revendication 18 caracterise en ce que le support solide est une 
plaque ELISA. 

20. Compost susceptible d'etre obtenu a partir du procede selon l'une des 
15 revendications 18 et 19. 

21. Compose selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il inhibe Tactivite de 
MMP-24. 

20 22. Compose selon la revendication 20 caracterise en ce qu'il active MMP-24. 

23. Composition comprenant un compost selon Pune des revendications 20 a 22 ou un 
vecteur selon Tune des revendications 10 a 13 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

25 

24. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 20 a 22 ou d'un vecteur 
selon Tune des revendications 10 a 13 pour la fabrication d'un medicament. 
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25. Utilisation selon la revendication 24 pour la fabrication (Tun medicament destine 
au traitement du cancer, notamment pour prevenir et/ou empecher la formation de 
metastases. 



26. Utilisation selon la revendication 24 pour la fabrication d'un medicament pour 
inhiber Pangiogenese, notamment pour prevenir et/ou detruire la vascularisation 
des tumeurs. 

27. Utilisation selon la revendication 24 pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement des maladies inflammatoires, notamment pour le traitement de Parthrite 
et des rhumatismes. 
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